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Определен наилучший способ стерилизации семян расторопши пятнистой,
для которого характерно максимальное количество жизнеспособных и сте-
рильных семян (98—99 %). Выявлена зависимость индекса роста от комби-
нации фитогормонов в культуральной среде. Для получения каллюсной тка-
ни расторопши пятнистой красноцветкового сорта Золушка белорусской
селекции и белоцветкового сортообразца Sibilla венгерской селекции вне за-
висимости от происхождения эксплантата оптимальной является среда на
основе среды Мурасиге—Скуга, содержащая 1 мг/л 2,4-дихлорфеноксиук-
сусной кислоты и 0,4 мг/л кинетина.
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Высшие растения являются источниками ценных вторичных метабо-
литов, обладающих широким спектром биологического действия. На
сегодня активно используются более 350 видов лекарственных расте-
ний, из которых около 80 выращиваются специально. Особое значе-
ние приобретают исследования по созданию эффективных техноло-
гий в производстве фитохимических лекарственных средств с целью
комплексного использования лекарственного сырья, достижения бо-
лее высоких выходов, расширения спектра извлекаемых биологичес-
ки активных веществ (БАВ) и ресурсосбережения [1—3].

Особый интерес к расторопше пятнистой возник после проведе-
ния серии работ зарубежными исследователями, в частности, немец-
кими учеными [4, 5], которые в середине 1960-х годов выделили из
плодов оригинальные биологически активные соединения, назван-
ные силимариновым комплекcом [6] (СМ), составляющие 1,5–3,8 %
массы сухого сырья [7, 8]. Силимарин представляет собой сложную
смесь, состоящую из нескольких изомеров флавонолигнанов с эмпи-
рической формулой C25H22O10. В семенах расторопши силимарин со-
держится в большем количестве, чем в других частях растения [9].
Кроме того, в расторопше выявлены апигенин, таксифолин, силибо-
нол, смолы, слизь, биогенные амины и другие соединения [10]. К на-
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стоящему времени в расторопше пятнистой обнаружено 101 БАВ и
13 микроэлементов [11, 12]. Значительный фармакологический инте-
рес к СМ связан с его высоким антигепатотоксическим, гепатопро-
текторным [13] и антихолестерологическим действием [14]. Исполь-
зование расторопши пятнистой в качестве источника сырья в
химико-фармацевтической промышленности инициировало поиск
наиболее перспективных ее сортов. Отличие красно- и белоцветко-
вой рас расторопши проявляется в основном разным количествен-
ным соотношением в СМ двух из шести его главных компонентов —
флаволигнанов силибина и силидианина [15].

Проблему изыскания путей компенсации дефицита лекарствен-
ного сырья можно решить, используя биомассу лекарственных рас-
тений, получаемую биотехнологическим способом с направленным
биосинтезом целевых веществ. На сегодня биотехнологические под-
ходы предоставляют альтернативу распространенному способу полу-
чения растительных лекарственных соединений в виде экстрактов из
растительного сырья, выращенного на полях. Культуры клеток, тка-
ней, органов и растений in vitro можно использовать как «фабрики»
по производству БАВ [3]. Уровни накопления ценных вторичных
метаболитов в культурах in vitro как правило ниже, чем в исходном
растении. Усиления продуцирования вторичных метаболитов доби-
ваются в результате усовершенствования исходных сортов растений,
отбора высокопродуктивных клеточных линий и направленной регу-
ляции биосинтеза ценных соединений в клеточных культурах расте-
ний. Количество синтезируемого СМ в клеточных культурах S. mari-
anum зависит от принадлежности к расе, сорту и выбора эксплантата,
взятого для инициации [16].

Для получения клеточной культуры необходимо разработать схе-
му оптимального метода стерилизации семян с целью получения сте-
рильного материала для последующей инициации каллюсогенеза.
Также необходимо подобрать концентрацию и состав фитогормо-
нальной среды, обеспечивающей максимальные ростовые характери-
стики клеточной линии. 

В связи с вышеизложенным целью работы был подбор условий
введения в культуру in vitro Silybum marianum L. красноцветкового
сорта Золушка белорусской селекции, белоцветкового сортообразца
Sibilla венгерской селекции и получение каллюсной культуры различ-
ного происхождения с максимальными значениями индекса роста.

Методика 

Объектами исследования in vitro были семена Silybum marianum L.
красноцветкового сорта Золушка белорусской селекции и белоцвет-
кового сортообразца Sibilla венгерской селекции. Исследования про-
водились классическими биотехнологическими методами.

На первом этапе работы подбирали стерилизующие агенты для
введения в культуру семян красноцветкового сорта Золушка и бело-
цветкового сортообразца венгерской селекции для получения сте-
рильных in vitro растений. С этой целью оценивали влияние различ-
ных комбинаций стерилизующих веществ на жизнеспособность
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семян по критерию всхожести. Стерилизацию семян осуществляли
промыванием с хозяйственным мылом и замачиванием в следующих
стерилизующих реагентах: 1) в 0,4 %-м растворе контактного фунги-
цида дитана в течение 40 мин и 10 %-м растворе гипохлорита каль-
ция в течение 20 мин; 2) в 0,1 %-м растворе нитрата серебра в тече-
ние 25 мин; 3) в 0,1 %-м растворе диацида в течение 25 мин; 4) в 7 %-м
растворе гипохлорита кальция в течение 25 мин. После выдерживания
семян в стерилизующих растворах их трижды промывали автоклави-
рованной водой. Больше всего жизнеспособных и стерильных семян
получено при использовании хозяйственного мыла, дитана и 10 %-го
раствора гипохлорита кальция [17]. При данном способе стерилиза-
ции жизнеспособность семян S. marianum красноцветкового сорта
составляла 51,7 %, их стерильность — 98,2 %, белоцветкового сорто-
образца — 83,5 и 98,8 % соответственно (рис. 1). 
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Рис. 1. Жизнеспособность (а) и стерильность (б) семян S. marianum красноцветкового
сорта Золушка (1) и белоцветкового сортообразца Sibilla (2) в зависимости от стери-
лизующего агента. Здесь и на рис. 2: * — различия достоверны по сравнению с дру-
гими вариантами при р  0,05
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При использовании в качестве стерилизующего агента 7 %-го
раствора гипохлорита кальция отмечен наиболее низкий выход сте-
рильных семян (91,8 и 92,9 % для красно- и белоцветковой рас рас-
торопши соответственно) по сравнению с другими использованными
реагентами. Количество жизнеспособных семян при стерилизации в
0,1%-м растворе диацида у красноцветкового сорта составило 24,1 %,
количество стерильных семян — 93,1 %, у белоцветкового сортооб-
разца —35,9 и 93,6 % соответственно. При использовании 0,1 %-го
раствора нитрата серебра количество стерильных семян у растений
белоцветковой расы составило 97,5 %, а их жизнеспособность — 71,6 %.
Подобная ситуация наблюдалась и для семян красноцветковой расы:
жизнеспособность 44,6 %, стерильность — 96,9 % [17]. Таким образом,
согласно полученным данным по стерильности и выходу жизнеспо-
собных семян расторопши пятнистой красно- и белоцветковой рас,
наиболее подходящим способом стерилизации является использование
хозяйственного мыла, 0,4 %-го раствора дитана и 10 %-го раствора
гипохлорита кальция. На основании полученных данных составлен
лабораторный регламент введения в культуру in vitro S. marianum.

Семена проращивали на модифицированной питательной среде
Мурасиге—Скуга (МС) с добавлением 0,05 % активированного угля,
интенсивность освещения 3000 лк с фотопериодом 16 ч день/8 ч ночь
при температуре 25 °С для получения стерильных in vitro растений,
необходимых для инициации каллюсогенеза.

Дальнейшее развитие растений в условиях in vitro было одина-
ковым: к 7-м суткам культивирования в обоих вариантах расторопши
пятнистой одновременно с появлением корней начиналось развитие
семядольных листьев, к 17-м — была сформирована одна пара насто-
ящих листьев, вторая находились на начальном этапе развития [17].
Следует отметить, что габитус растений белоцветковой расы расто-
ропши превышал таковой красноцветковых растений, особенно раз-
мер семядольных листьев. В возрасте 17 сут сеянцы отделяли от се-
мян и пересаживали на свежую среду МС в качестве источника
стерильных эксплантатов для каллюсогенеза. Приблизительно через
каждые 3–4 недели растения пересаживали на свежую среду МС.
Культивирование проводили на свету с фотопериодом 16 ч день/8 ч
ночь при температуре 25 °С. Для получения каллюсной биомассы
расторопши пятнистой красноцветкового сорта Золушка и белоцвет-
кового сортообразца Sibilla использовали корневые, стеблевые, листо-
вые и семядольно-листовые эксплантаты-сегменты размером 4  4 мм,
взятые с 17-суточных сеянцев. Эксплантаты помещали на среды ше-
сти вариантов на основе МС, различающихся содержанием ауксинов
и цитокининов, а также концентрацией фитогормонов.

Варианты сред, использованные для индукции каллюсогенеза
различных эксплантатов S. marianum красно- и белоцветковой рас,
были следующими:
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Среда Сочетание фитогормонов

1 0,5 мг/л 2,4-Д + 0,1 мг/л кинетина

2 2 мг/л 2,4-Д + 0,1 мг/л БАП

3 1 мг/л 2,4-Д + 0,4 мг/л кинетина



Результаты и обсуждение

Варианты сред, использованные для индукции каллюсогенеза, были
выбраны на основе литературных данных [18, 19]. Влияние фитогор-
монов на рост и развитие каллюсных тканей оценивали с помощью
индекса роста [20] (рис. 2).

Установлено, что индекс роста всех эксплантатов зависел от
комбинации фитогормонов в культуральной среде. 
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Среда Сочетание фитогормонов

4 2 мг/л ИУК + 2 мг/л кинетина

5 1 мг/л ИУК + 0,5 мг/л кинетина

6 0,5 мг/л ИУК + 0,1 мг/л кинетина

Рис. 2. Индексы роста каллюса S. marianum белоцветкового сортообразца Sibilla (а) и
красноцветкового сорта Золушка (б) в зависимости от фитогормонального состава
среды культивирования
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При культивировании эксплантатов белоцветкового сортообраз-
ца на средах 3, 5, 6 и 1 данные концентрации фитогормонов вызы-
вали достоверное увеличение индекса роста (см. рис. 2). Между ин-
дексами роста листовых и семядольно-листовых эксплантатов,
выращенных на средах 1 и 2, различий не было, и добавление в сре-
ду 2,4-Д в концентрации 1 мг/л приводило к максимальному увели-
чению индекса роста, добавление в культуральную среду БАП в низ-
кой концентрации (0,1 мг/л) и сочетание фитогормонов в среде 4 не
вызывало значимых изменений индекса роста листовых, стеблевых и
семядольно-листовых эксплантатов по сравнению с другими средами
культивирования. Культивирование каллюсной ткани расторопши
красноцветкового сорта Золушка на средах 3 и 6 вызывало резкое
увеличение индекса роста по сравнению с другими вариантами
сред. Наибольшее значение данного параметра достигалось на сре-
де 3 (1 мг/л 2,4-Д + 0,4 мг/л кинетина), что совпадало с литератур-
ными данными [19]. Наименьшее увеличение индекса роста расто-
ропши как красно-, так и белоцветковой рас наблюдалось на среде,
содержащей 2 мг/л ИУК и 0,2 мг/л кинетина, что дало нам основа-
ние считать данную среду наименее благоприятной для инициации
каллюсогенеза. Оптимальной для получения каллюсной ткани расто-
ропши пятнистой вне зависимости от происхождения и принадлеж-
ности к расе является среда на основе МС, содержащая 1 мг/л 2,4-Д
и 0,4 мг/л кинетина.

Следует подчеркнуть, что инициация каллюсогенеза на корне-
вых и семядольно-листовых эксплантатах красно- и белоцветковой
рас S. marianum наступала в разные сроки. Очаги каллюсных клеток
на эксплантатах белоцветкового сортообразца появились на 11-е сут-
ки культивирования, у красноцветкового сорта — лишь на 19-е. На-
ми было отмечено, что на средах с добавлением ИУК наблюдался ча-
стичный ризогенез как на листовых, так и на стеблевых
эксплантатах. Каллюс на средах с ИУК был более рыхлым и светлым,
чем на средах с добавлением 2,4-Д. Это объясняется тем, что содер-
жание в культуральной среде 2,4-Д способствует накоплению различ-
ных вторичных метаболитов, характерных для данного вида. К 18-м
суткам у всех корневых и семядольно-листовых эксплантатов бело-
цветковой расторопши был полностью сформирован краевой кал-
люс, в то время как у красноцветковой расы эта стадия каллюсоге-
неза наблюдалась на 29-е сутки культивирования. Вероятно, что
эксплантаты от белоцветковых растений венгерской селекции обла-
дают гормональным статусом, способствующим более активному
каллюсогенезу, чем красноцветковых.

На основе полученных данных разработан лабораторный регла-
мент на инициацию каллюсообразования культуры S. marianum крас-
но- и белоцветковой рас.

Таким образом, в результате проведенных исследований разра-
ботана схема введения в культуру in vitro семян расторопши пятнис-
той красно- и белоцветковой рас. Установлено, что наилучшим спо-
собом их стерилизации является промывание с хозяйственным
мылом и замачивание в 0,4 %-м растворе контактного фунгицида ди-
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тана в течение 40 мин и 10 %-м растворе гипохлорита кальция в те-
чение 20 мин с последующим трехкратным промыванием автоклави-
рованной водой. При данном способе стерилизации жизнеспособ-
ность семян S. marianum красноцветкового сорта Золушка составила
51,7 %, их стерильность — 98,2 %, для белоцветкового сортообразца
Sibilla — соответственно 83,5 и 98,8 %. Впервые получены каллюсные
культуры корневого, стеблевого, листового и семядольно-листового
происхождения расторопши пятнистой красноцветкового сорта Зо-
лушка и белоцветкового сортообразца Sibilla венгерской селекции.
Установлено, что для индукции каллюсообразования на четырех ви-
дах эксплантатов расторопши пятнистой красно- и белоцветковой
рас оптимальной является среда МС, включающая 1 мг/л 2,4-Д и 0,4
мг/л кинетина. 
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КУЛЬТИВУВАННЯ IN VITRO РОЗТОРОПШІ ПЛЯМИСТОЇ (SILYBUM
MARIANUM L.) БІЛОРУСЬКОЇ Й УГОРСЬКОЇ СЕЛЕКЦІЇ

О.В. Ковзунова, В.Н. Решетников

Державна наукова установа «Центральний ботанічний сад Національної академії
наук Білорусі», Мінськ

Визначено найліпший спосіб стерилізації насіння розторопші плямистої, для якого
характерна максимальна кількість життєздатного і стерильного насіння (98—99 %).
Виявлено залежність індексу росту від комбінації фітогормонів у культуральному се-
редовищі. Для отримання калюсної тканини розторопші плямистої червоноквітково-
го сорту Золушка білоруської селекції і білоквіткового сортозразка Sibilla угорської
селекції незалежно від походження експлантатів оптимальним є середовище на ос-
нові середовища Мурасиге—Скуга, що містить 1 мг/л 2,4-дихлорфеноксіоцтової кис-
лоти і 0,4 мг/л кінетину.

Ключові слова: Silybum marianum L., розторопша, культура in vitro, стерилізація, калю-
согенез, фітогормони, індекс росту.

IN VITRO CULTIVATION OF SILYBUM MARIANUM L. BELARUSIAN AND
HUNGARIAN BREEDING

O.V. Kovzunova, V.N. Reshetnikov

State Scientific Institution «Central Botanical Garden of the National Academy of
Sciences of Belarus»
2v Surganova St., Minsk, 220012, Belarus
e-mail: olga-kopa@mail.ru

The best way to sterilize the seeds of the spotted milk thistle, which is characterized by the
maximum percentage of viable and sterile seeds (98—99 %) was determined. The depend-
ence of the growth index on the combination of phytohormones in the culture medium was
revealed. The optimum medium for obtaining callus tissue of spotted thistle red-flower variety
Cinderella of the Belarusian breeding and the white-flower variety Sibilla of Hungarian
breeding regardless of the origin of the explant, is the Murashige—Skoog medium contain-
ing 1 mg/l of 2.4-dichlorophenoxyacetic acid and 0.4 mg/l of kinetin.

Key words: Silybum marianum L., in vitro culture, sterilization, callusogenesis, phytohor-
mones, growth index.
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